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[序論]我々の身の回りには，多数の微生物が存在しており，それらの多くは、個々ではなく
集団で生活している。固着性の微生物は固液あるいは気液界面において，バイオフィルムと
いう複雑な 3 次元構造体を形成することが知られている。バイオフィルム中の微生物は，浮
遊状態の微生物とは大きく異なる，あるいはまったく新しい性質や機能を示すことから，近
年，研究対象として基礎・応用の両面で注目されている。台所や浴室などの水回りをはじめ
として，バイオフィルムは，生活環境にも多く存在し，その中でも，浴室に発生するバイオ
フィルムは，その典型的な色から「ピンクバイオフィルム」と呼ばれており，乾燥や洗浄剤
の塩素に耐性を持つことが報告されている。そのため，ピンクバイオフィルムの化学成分の
分析は，バイオフィルムを効果的に除去するための界面活性剤やバイオフィルムの形成を抑
制する表面コーティング剤を開発するうえで重要である。しかしながら，浴室バイオフィル
ム中の物質とその分布についての詳細な研究例はまだほとんど行われていないのが現状であ
る。本研究では，浴室排水溝付近で生活環境バイオフィルムを採取し，非破壊・非侵襲で測
定可能な顕微ラマン分光法で得られたハイパースペクトルデータに対して多変量波形分解の
一種である MCR-ALS 解析(多変量波形分解-交互最小二乗法)を行うことで，その化学的な
組成の調査及び空間分布の可視化を試みた。  
[実験・解析]浴室の排水溝付近より採取したバイオフィルムをスライドガラス上にのせ，バ
イオフィルムに触れないように水分を吸い取ったあとに，カバーガラスをかぶせマニキュア
で密閉しプレパラートを作成した。バイオフィルムの空間分解ラマンスペクトルの取得には
共焦点顕微ラマン分光装置を用いた。励起レーザー波長は 532 nm，試料におけるレーザー
パワーは約 4.4 mW，露光時間は図 1 において 120 秒あるいは 30 秒，図 2 では 10 秒であっ
た。  
[結果・考察]自宅浴室排水溝から採取してきたバイオフィルムについて，光学顕微鏡像に示
した 1～4 の各点において測定した空間分解ラマンスペクトルを図 1 に示す。すべてのスペ
クトルに共通して，約 1650(アミドⅠ), 1440(CH 変角振動) cm-1 に微生物由来のタンパク質
の振動に帰属されるラマンバンドだけでなく，約 1003（C-CH3 横揺れ振動), 1154(C-C 伸縮
振動), 1509(C=C 伸縮振動) cm-1 にカロテノイドに帰属される非常に強いラマンバンドが観
測された。このことから，浴室バイオフィルム中にはカロテノイドが含まれることが確認さ
れた。また，上述したカロテノイドに特徴的な 3 本のバンドに加えて，1128 cm-1 にそれらと
同程度に強いラマンバンドが観測された。  
図 1 から，このラマンバンドと隣接した 1154 cm-1 のバンドの強度比は，バイオフィルム内
の場所に大きく依存することが予想される。そこで，バイオフィルム中の任意の 40 × 40 µm 
の範囲において，ステップ 2 µm でマッピング測定を行った。得られた空間分解ラマンスペ
クトルからなる 1024 × 400 行列（ハイパースペクトルデータ）を，4 成分を仮定した MCR-
ALS により解析した結果を図 2 に示す。ただし，成分の一つはカバーガラスであるため，図 
2 には示していない。MCR-ALS により分離された成分 1 は，3 つの特徴的なバンドを持つ典
型的なカロテノイドのラマンスペクトルを示す。これに対して，成分 2 はカロテノイドと極
めてよく似たスペクトルパターンを示すものの，1154 cm-1 ではなく 1127 cm-1 にラマンバンド
を有する，上述した未知のバイオフィルム成分であることがわかる。また，成分 3 では微生
物由来のタンパク質に帰属されるバンドが観測された。MCR-ALS により，1127 cm-1 にラマ
ンバンドを与えるカロテノイド類似の分子種の純粋なラマンスペクトルを抽出し，その分子
種のバイオフィルム内不均一分布を可視化することに成功した。本研究により，MCR-ALS 
解析と組み合わせたハイパースペクトルラマンイメージングが，生活環境バイオフィルム中
の構成成分とその空間分布を把握し，微生物のバイオフィルム中での代謝等についての知見
を非破壊的に得るための有用なツールであることが示された。  
 
図 1. 浴室バイオフィルムの空間 図 2.  MCR-ALS 解析の結果。成分 1～3 の分解ラマン
スペクトル ラマンスペクトル(a)および空間分布(b)。  
